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摘 ”要 


5001548 Oe Y- 线 腿 射 后 ， 大 鼠 肝 脏 非 组 蛋白 染色 体 人 蛋白 ， 经 等 电 桶 焦 一 SDS 珍 丙 
烯 酰胺 秦 胶 电泳 分 离 ， 考 马 斯 亮 兰 R250 染 色 ， 蛋 白斑 点 可 达到 高 度 的 重复 性 。UF 组 分 
可 以 看 到 100 一 150 个 蛋白 斑点 ，NP 可 以 看 到 40 一 50 个 蛋白 璇 点。 照射 后 不 同时 间 ， 在 
凝 胶 板 上 ， 罩 白 兽 点 的 变化 ， 与 放射 病 的 发 展 有 一 定 的 关系 。 本 文 就 贺 射 致 冯 和 辐射 致 
畸 等 原理 进行 了 讨论 。 


染色 质 是 真 核 细 胞 间 期 染色 体 物质 ， 是 由 DNA、 组 蛋白 、 非 组 蛋白 和 少量 RNA 组 
Br. Chiu (1975) s ek on yh FDNAR BAS HIER BA RERBA CUP) 和 与 
DNA 紧 密 结 合 的 非 组 蛋白 染色 体 和 蛋白 (NE) 。 这 两 类 蛋白 极 不 均一 ， 含有 多 种 核酸 酶 ， 
IS RAPER (Howk, 1970, Chiu, 1972; Zimmerman, 1975) , RNA X @ Ñ 
(Miller, 1969; Tala, 1974), DNA BED! 4k EE (O'Connor, 1969; Takeda, 
1971), SRAM (Liew, 1979) ， 核 抗原 (Taylar 1979) 58, NP ERAM 
申 约 占 总 非 组 蛋白 的 20%， 具 有 调节 基因 表达 的 必用 《Li, 1977) 。 Gates 等 人 {1979) 
认为 非 组 蛋白 染色 体 蛋白 (NHCP) 能 与 DNA 特 异 顺序 结合 ， 对 DNA 顺序 有 识别 能 
力 ， 可 能 与 调节 遗传 密码 有 关 ， 所 以 研究 电离 辐射 对 这 类 蛋白 的 影响 具有 特殊 意义 。 关 
于 Y- 射 线 照 射 在 体外 对 DNA 的 影响 已 有 大 量 报道 ， 对 染色 质 及 其 在 基因 活动 中 起 重要 
作用 的 非 DNA 组 分 一 非 组 蛋 外 染色 体 蛋白 的 研究 却 很 少 (Ramakrishnan， 1979; Kuwa- 
bara, 1976; Crpamescxan, 1977 a). ATOR AR B00 RS SRB, 不 同时 间 ， 
用 高 分 辩 率 的 等 电 聚焦 (IF) —SDS3 Pj As Be RHEE KS} PTE UP 和 NP 组 分 ， 试 
FA 29 ST ER A AY 辐射 致癌 以 及 辐射 防护 等 基本 原理 的 研究 提 殿 线索 和 方法 。 


4 更 和 通讯 你 《南京 ) 江苏 省 肿瘤 防治 研究 所 。 
本 文 于 1980 年 10 月 3 E EN, 
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材料 和 方法 


一 、 实 验 动物 和 照射 条 性 ， 

雄性 大 白鼠 ， 体 重 220 一 240 克 ， 年 龄 为 1 周 。 对 照 组 和 恨 射 组 均 在 同一 条 性 下 伺 
养 ， 在 取材 前 12 小 时 除 水 外 停 供 其 它 。 动 物 分 成 5 组 ， 除 对 照 组 外 ， 其 余 分 批 照 射 ， 同 
时 取材 。 

RHR: RPE yH KASR MERA 27.07 拉 德 /分 
fh, SF MS00n FH, 

—. Be BUB 

染色 质 制备 按 Marushige 等 人 (1966) 方法 ， 并 有 巾 加 改进 。 从 取材 直至 UP 和 NP 组 
分 的 分 离 均 在 4 "C 下 进行 。 制 备 染 色 质 的 每 一 步 所 用 试剂 均 加 有 蛋白 水 解 酶 抑制 剂 一 
0.2mM 氟 化 磺 栈 苯 甲 烷 。 

三 、UP 和 NP 的 提取 

UP 和 NP 组 分 的 提取 按 (Macgillivary，1972; Fujitani, 1978) 方法 进行 。 所 得 UP 
和 NP 组 分 对 燕 昼 水 透析 (4°C)。 除 去 盐 和 尿素 ， 访 干 浓缩 成 每 之 升 2 毫克 ， 供 电泳 分 析 
用 。 

四 、DNA、RNA 和 和 看 白 的 测定 ， 

用 二 芋 胺 法 测定 DNA 的 含量 ， 以 小 牛 牌 腺 DNA 作 为 标准 。RNA 用 癌 黑 酚 法 测定 ， 
以 醇 姐 RNA 作 为 标准 。 蛋 白 按 Lowry (1951) 方法 测定 ， 以 牛 血清 白 蛋 由 作为 标准 。 

mz. ABBA (IE) —SDSA pg A BEC EE PERI (2 DG ED, 

55 LIE SD SE pg d Ne RR EE dcc O'Farrell(1975) 改 良法 进行 。 第 一 相 (P) 
胶 浓度 为 4 总， 样品 用 量 300 微 克 /每 答 。 为 防止 尿素 析出 ， 必 须 在 25 一 28°C 条 忻 下 完 
JR, ¥E10~—20°CH 2k, UF) WIS, SRE LMM (0. 75M Tris (pH8. 8) 25 EF, 
104SDS153k3-, Hh 5 It, D-3X ELE. SER, K25RH RAP PRINT, 3€ 
SET BO HASDSH Bhgr dk, WERA, LB, FRAT, TE10— 
20cC 下 电泳 ， 电 流 为 20 毫 安 / 块 ，20 分 钟 后 调 至 25 雍 安 ， 当 示 踪 染料 达 底 部 0.5 理 米 处 ， 
Ekek { 约 需 6 小 时 ) 。 电 泳 完毕 后 ， 了 到 出 板 胶 置 于 10% — KE ER CH 5 OR 
KBD B, SBS 1 小 时 或 60°C 图 定 10 分 钟 ， 再 移入 脱色 液 中 10 一 15 分 钟 ， 然 后 
HAMAR PM 2 小 时 以 上 或 55"C 染 色 20 分 钟 ， 经 脱色 液 多 次 脱色 ， 直 到 上 凝 胶 背 最 无 
色 ， 蛋 白斑 点 清晰 为 止 ， 脱 色 好 的 凝 胶 可 保存 在 ?7 %% 的 冰 乙 可 中 ， 亦 可 直接 照相 。 

HETH: RRR TOXGK LER (AB 3% HI) 中 30 一 60 分 钟 ， 玻 璃 纸 浸 5 
一 10 分 钟 后 ， 将 玻璃 纸 平 铺 于 玻璃 板 上 ， 并 将 凝 胶 放 在 玻璃 纸 上 ， 再 盖 一 层 玻璃 纸 ， 四 
周 用 夹子 夹 紧 〈 无 气泡 和 少 气 现象 ) 。40"C 鼓 风 干 燥 10 小 时 左右 ， 即 成 透明 胶片 ， 洋 在 
书 中 可 长 期 保存 。 

pH 梯度 测定 ， 第 一 相 电 泳 后 的 闯 胶 分 割 成 0,5 厘 米 长 ， 按 顺序 分 别 置 于 抽 过 气 的 2 
毫升 0.01M KCL'p, PRR, Weel, RRR EEHEHE eR, 

UP 和 NP 组 分 的 分 子 量 测定 ; 按 Weber 和 Osborn (1969) 叙述 的 方法 ， 用 已 知 分 子 
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量 蛋白 作 标 准 ， 按 上 述 电泳 条 件 进 行 比较 。 


E 


AB Z500 HOH y RRA, 3.9. ISJ"SOX RAROSIEG, RAABH AHH 
REPER, UPHAM IK, HEFE, 9 天 、15 天 时 开始 恢复 ，30 天 时 超过 正 常 
KE AR 1 。 

X. 500 fit a Fa Tt KT UP 2) 8593€ 0 

Re AM E x X 
3 : 9 | 15 | 30 
XHBNAGLOEED | 17.6 ma | s | isa 19.0 


对 R 组 


图 1 表示 正常 大 鼠 肝 UP 和 NP 组 分 第 一 相 论 胶 电 泳 pH 梯度 。UP 组 分 的 梯度 为 pH 
4.3 一 7.8， 而 NP 组 分 为 PH4.8 一 7.5。 图 2 为 标准 蛋白 分 子 量 测定 结果 。UP 和 NP 和 蛋白 
斑点 主要 集中 在 pHd,8 一 6,8 之 间 ， 分 子 量 范围 为 20, 000— 90, 000, 但 绝 大 部 分 在 30, 000 
一 80, 000。 与 曾 报 导 的 DNA 结 合 的 非 组 蛋白 分 子 量 和 等 电 点 范 围 基本 一 致 (Suria, 
1974, Teng, 1971) 。 结 合 DNA 的 组 蛋白 分 子 量 范围 在 11，000 一 21, 000 之 间 ， 等 电 点 
大 于 或 等 于 pH10， 可 见 本 文中 的 UP 和 NP 组 分 可 能 没有 组 看 已 混入 。 
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RENE RTE, 


HERAA UPAR DGE Ai, 图 3 为 对 服 组 ,图 4 为 照射 后 3 天 ， 
图 5 为 照射 后 9 天 , 图 6 和 图 7 分 别 为 腿 射 后 15 天 和 30 天 。 灌 射 后 不 同时 间 的 电泳 基本 图 
形 ， 分 子 量 范围 ， 等 电 点 与 对 照 组 出 较 大 体 相 似 ， 但 也 存在 较 大 的 差异 。 

照射 后 第 3 天 蛋白 斑点 &， 已 不 上 明显， 而 15 天 时 消失 。 蛋 白斑 点 B 原来 是 连接 的 两 
个 大 斑点 ， 照 射 后 3 、9 、15 和 30 天 时 分 开 成 两 个 较 小 的 斑点 ， 说 明 服 射 后 其 含量 的 诚 
少 。 忆 区 域 班 点 (1.2.3.4) 照射 后 不 同时 间 一 般 表 现 为 蛋白 含量 逐渐 减低 直至 消 
失 ，30 天 时 已 开始 恢复 。 有 照射 后 第 3 天 、 第 15 天 和 30 天 高 分 子 量 《5 一 7 x10) 的 蛋 
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白斑 点 有 所 减少 ， 而 恬 分 子 量 的 蛋白 斑点 (尤其 是 C 区 ) 数量 明显 增加 ， 而 5x 10 15.5 
《分 子 量 /pH) 的 几 个 蛋白 斑点 则 随时 间 逐 渐 加 深 。 从 上 述 有 照射 后 不 同时 间 ， 电泳 图 
形 看 出 照射 后 伴随 着 放射 病 的 发 展 蛋白 斑点 有 增加 的 倾向 。 狼 厂 受 200 拉 德 全 身 照 射 后 
不 同时 间 ， 血 清 蛋 白 电泳 图 谱 也 看 到 带 型 的 增加 CT AS 1980), A FE Baserga (1966) 
和 Stein (1974) 报道 移植 肝 况 的 大 好， 肝 细 胞 NHCP 中 28, 000 一 40, 000 RTA 区 op 
出 现 新 带 。 可 见 ， 照 射 后 低 分 子 景 NHCP 辛 点 增加 对 机 栖 是 不 利 的 。 

NP 组 分 的 蛋白 种 类 较 UP 组 分 少 的 多 ， 但 照射 后 的 变化 较 大 。 如 图 8 、9 和 10。 
正常 大 鼠 肝 中 显 色 极 淡 的 斑点 A， 在 照 后 有 规律 的 加 深 。 蛋 白斑 点 B: 与 A 相反 照射 后 
逐渐 变 浅 。C 入 两 个 蛋白 兽 点 ， 照 射 后 随时 间 的 推移 越 来 越 加 深 。 蛋 白 放 点 DD 照 后 也 
有 一 定 的 变化 。 照 后 还 出 现 了 新 的 辛 点 HH。 

动物 照射 后 不 同时 间 ， 出 现 蛋 白斑 点 的 丢失 或 增加 ， 还 有 染色 深浅 的 变化 ， 这 可 能 
反应 了 酶 系统 及 调节 功能 的 异常 ， 从 而 引起 一 系列 病变 ， 以 及 远 后 期 效应 。 





W 论 

本 文 为 比较 照射 前 后 大 鼠 肝 非 组 蛋白 染色 体 蛋 由 的 变化 ， 选 用 同一 年 龄 、 同 一 性 别 
的 大 白 良 ， 并 在 同一 条 件 下 饲养 ， 避 免 动物 个 体 差 异 对 结果 的 影响 。 从 提取 染色 质 直至 
电泳 结束 ， 均 在 同一 条 件 下 严格 顺序 操作 ， 使 环境 轴 素 对 非 组 蛋白 染色 体 蛋 直 的 影响 相 
对 恒定 ， 从 而 使 UP 和 NP 组 分 的 制备 和 同一 样品 的 2 一 DGE 图 谱 重 复 性 比较 好 。 大 鼠 经 
SORAR. JE EEG HE 2 一 DGE 图 谱 的 改变 ， 可 能 有 如 下 原因 ， 

射线 直接 作用 于 蛋白 分 子 ， 引 起 蛋白 的 降解 或 蛋白 质 合成 代谢 强度 的 改变 ，Rama- 
krishnan (1979) 用 体外 实验 证 明 由 于 染色 质 特 异 的 构象 ， 可 使 染色 质 辟 白 免 于 辐射 
损伤 ， 而 Patil 等 人 《1975) 证 实 ， 大 了 鼠 经 1,000 拉 德 照 身后， 同位素 标记 发 现 器 官 有 RN 全 
合成 能 力 降 发 或 形 失 ， 并 引起 蛋白 质 的 改变 。 本 文 蛋白 2 一 DGE 图 谱 的 改变 可 能 与 Fatil 
SAMS RAY, HRA SBE LAT ER. 

DNA 比 RNA 对 辐射 更 敏感 ， 照 射 后 DNA HRERBRHRH, PEM 
裂 、 以 及 分 子 交 联 可 便 DNA 分 子 某 些 节 有 段 的 礁 基 序列 发 生 改 变 ， 从 而 影响 DNA 的 正 党 
复制 。 异 常 复制 的 DNA 通 过 mRNA 的 结构 变化 ， 反 应 在 新 合成 的 蛋白 质 结构 上 ， 有 可 
能 成 为 蛋白 电泳 图 谱 “改变 的 原因 。 由 于 DNA 的 异常 复制 和 异常 韭 组 蛋白 的 调节 ， 以 及 
收复 过 程 中 的 错 构 ， 也 可 能 导致 肿瘤 和 造 传 效应 的 发 生 。 

UP 和 NP 组 分 与 DNA 以 不 同 的 形式 结合 ， 而 且 参 与 染色 体 的 结构 ， 在 基因 活动 中 
对 DNA 转 录 起 调节 作用 ， 因 此 射线 直接 或 问 接 引 起 DNA 或 非 组 蛋白 的 损伤 ， 都 可 能 最 
终 在 转录 的 环节 上 影响 蛋白 质 的 合成 ， 司 UP 和 NE 的 2 一 DGE 图 谱 发 生变 化 。 
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EFFECT OF IRRADIATION WITH 500 RADS OF Co Y- 
RAYS ON THE LIVER NONHISTONE CHROMOSOMAL 
PROTEINS IN RATS 


Dins Bangyu, liane Wenchang, Zhou Bihua, Yang Ruikun and Xu Yisheng 


(Kunming Institute of Zoology, Academia Sintea) 


Abstract 


After rats being irradiated with 500 rads of 99Co y-rays, on the 3rd, 
9th, 15th and 30th day, we used improved Macgillivary (1972) and Fujitoni 
(1978) method to extract non-histone chromosemal proteins loose combining 
with DNA(UP) and non-histone chromosomal proteins tightly combning with 
DNA (UP) in chromatin, On the 3rd day after irradiation, rats’ liver UP 
decreased and on the 9th and 15th day UP increased, but it was higher than 
normal on the 30th day. The liver non-histone chromosomal proteins were 
isolated by improved O^ Farrell (1975) method, isoelectric focusing —SDS poly- 
acrylamide gel electro-phoresis, using Coomassie Brilliant Blue R250 for stain- 
ing. The protein spot products could be obtained with high reproducibility, 
100—150 protein spots could be seen in UP and 40—60 in NP. At different 
time after irradiation, the figure of electrophoresis, the range of molecular 
weight, tho pH gradient were similar to the control, The UP spots with high 
molecular weight diminished gradually, Spot A cleared up,and low molecular 
weight parts were increased, NP spots A, C, E darkened progressively, furt- 
hermore, new protein spot H appeared and gel plate had something to do with 
the development of radiation damage, The machanism of irradiation induced 
cancer and aberration etc, have been discussed, It has provided an important 


molecular basis for radiation damage research, 





